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摘要 :【 目 的] 基于 烟 粉 息 Bemisia tabaci 4 RARE, A ADH T ABPARARH BAA AREA 
抗 性 品系 中 的 表达 模式 ,探讨 了 这 些 基因 在 烟 粉 息 不 同 发 育 阶段 差异 表达 的 生物 学 意义 。[【 方 法 】 
分 别 收集 室内 长 期 饲养 的 烟 粉 息 唑 忠 吴 抗 性 和 敏感 品系 的 卵 4 龄 若 忠 和 刚 羽化 1 d 的 峻 成 来, 在 
烟 粉 她 转 录 组 数据 库 中 挑选 8 394 条 解毒 代谢 相关 基因 设计 探 针 ,通过 探 针 杂交 ,得 到 烟 粉 乱 唆 出 
嗪 抗 性 品系 表达 谱 芯 片 ,比较 了 这 些 基 因 在 抗 性 烟 粉 乃 3 个 不 同 发 育 阶段 的 表达 情况 。 并 随机 挑 
选 了 9 个 基因 ,在 抗 感 品系 间 3 个 不 同 发 育 阶段 进行 了 荧光 定量 PCR 验证 。 (AR) ARAMA 
89 IP fo 4 HOE RAPER, HEA 3 424 个 差异 表达 基因 ,其 中 489 个 是 编码 3 类 解毒 代谢 酶 (小 酸 
酯 酶 、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 和 细胞 色素 P450 多 功能 氧化 酶 ) 的 基因 ;有 14 个 基因 在 4 龄 若 忠 发 育 阶 
段 过 量 表达 ,其 中 10 个 为 P450 基因 ,4 AA GST 家 族 基 因 。 在 抗 性 烟 粉 屯 的 4 龄 若虫 和 次 成 虫 发 
育 阶 段 ,总 共有 1 273 个 差异 表达 基因 ,193 个 为 3 类 解毒 代谢 酶 家 族 的 基因 ,其 中 有 9 个 P450 家 
族 基 因 在 峻 成 虫 期 的 表达 量 超过 4 龄 若虫 期 的 10 倍 。 此 外 ,表达 谱 芯 片 分 析 还 筛选 到 了 一 些 候选 
抗 性 基因 。qRT-PCR 验证 显示 在 这 些 候选 基因 中 ,与 敏感 品系 相 比 ,9 个 基因 在 抗 性 烟 粉 恤 的 3 个 
不 同 发 育 阶段 表达 上 调 , 其 中 GST 基因 家 族 的 p_06027 和 P450 基因 p_06013 在 抗 性 品系 的 卵 和 4 
龄 若 忠 中 过 量 表 达 ;p_05885 和 p 07806 和 编码 CYP6 家 族 蛋 白 的 p_00988 在 抗 性 品系 的 4 龄 若 上 中 
期 的 表达 量 上 调 ;p_05916 和 p_00478 在 抗 性 品系 卵 和 4 冷 若 虫 期 表达 量 很 低 , 而 在 成 虫 期 过 量 表 
达 ; 而 p_00059 和 p_00428 在 抗 性 品系 肉 成 虫 发 育 阶 段 表 达 量 显著 上 调 , 其 中 编码 CYP4C1 的 p_ 
00059 的 差异 表达 倍数 在 次 成 哇 期 约 为 15.15 倍 。【 结论 ] 表 达 谱 芯片 分 析 结 果 提 示 , CYP6 和 
CYP4C1 基因 的 过 量 表达 可 能 会 是 烟 粉 乱 抗 性 产生 的 机 制 之 一 。 解 毒 代 谢 酶 基因 在 烟 粉 乱 不 同 发 
育 阶段 的 特异 性 表达 ,可 能 与 其 在 抵御 杀 忠 剂 胁迫 时 体内 能 量 的 分 布 及 有 效 利用 率 有 关 , 也 可 能 是 
害 忠 在 环境 选择 压 下 的 一 种 适应 机 制 。 
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Abstract: [ Aim] Based on the transcriptome data of the whitefly, Bemisia tabaci, this study aims to 
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systematically analyze the expression profiles of genes encoding detoxification enzymes in thiamethoxam 
resistant strain, and to focus on discussing the biological significance of developmental stage specific 
differential expression of these genes. [ Methods] Thiamethoxam resistant ( TH-R) and susceptible ( TH- 
S) strains of B. tabaci were maintained in a greenhouse, and individuals at three developmental stages 
(egg, the 4th instar nymph and 1 day-old unmated female adult) were collected from the TH-R and TH- 
S strains. The array design was based on 8 394 ESTs from transcriptome of B. tabaci with putative 
association with insecticide resistance. By using a custom made microarray, the gene expression in eggs, 
nymphs and female adults of the TH-R strain of B. tabaci was compared. Nine ESTs were randomly 
selected for quantitative real-time PCR (qRT-PCR) analysis to validate the microarray response between 
the TH-R and TH-S strains at three different developmental stages. [Results] In the TH-R strain, a total 
of 3 424 ESTs were differentially expressed between the egg and 4th instar nymphal stages. Among them, 
489 ESTs encode detoxification enzymes ( carboxylesterase, glutathione S-transferases, cytochrome P450 
monooxygenases). Fourteen ESTs (10 ESTs encoding P450s, and 4 ESTs encoding GSTs) were 
overexpressed in the 4th instar nymphal stage. There were 1 273 ESTs which were differentially expressed 
between the 4th instar nymphal and female adult stages. Among them, 193 genes encoding detoxification 
enzymes and nine ESTs encoding P450s showed higher expression level (10-fold) in the female adult 
stage rather than the 4th instar nymphal stage. The qRT-PCR results revealed that nine ESTs were up- 
regulated in the TH-R strain at three developmental stages compared to those in the TH-S strain. The EST 
p. 06027 and the EST p. 06013 encoding P450s were overexpressed in egg and the 4th instar nymphal 
stage of the TH-R strain. The ESTs p. 05885, p. 07806 and the EST p. 00988 encoding P450s were 
highly overexpressed in the 4th instar nymphal stage of the TH-R strain. The ESTs p. 05916 and p. 00478 
had low expression levels in the egg and 4th instar nymphal stages but overexpressed in the female adult 
stage of the TH-R strain. The ESTs p. 00059 and p. 00428 were significantly up-regulated in the female 
adult stage but had low expression level in the other two immature stages of TH-R strain, and the EST 
p_00059 encoding CYPACI with the highest expression level ( ~ 15. 15-fold) was seen in the female 
adult stage. [ Conclusion] The results suggest that the overexpression of CYP4C1 and CYP6B may 
underlie the resistance to thiamethoxam in B. tabaci. According to the microarray data analyzed, the 
detoxification enzyme genes are differentially expressed in different developmental stages of B. tabaci, 
which may be associated with the distribution and effective utilization of energy under the stress of 
insecticides and also an adaptive mechanism under the environmental selection pressures. 
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KA Hl, Bemisia tabaci 是 一 种 世界 性 害虫 , 主要 
过 吸取 植物 的 汁液 ,传播 植物 病毒 和 分 泌 蜜 露 产 
生 煤 污 病 等 方式 为 害 农 作物 ,是 热带 和 亚热带 地 区 
的 农业 、 园 艺 及 观赏 作物 (Dinsdale et al., 2010; 
Navas-Castillo et al., 2011; Pan et al., 2012) 上 的 重 
要 害虫 。 烟 粉 乔 是 个 复合 种 ,目前 已 报道 的 至 少 有 
32 个 不 同 的 隐 种 ,其 中 危害 最 严重 的 是 B 型 烟 粉 乔 
( 即 B 生 物 型 ) 和 Q 型 烟 粉 我 ( 即 Q 生物 型 ) (De 
Barro et al., 2011; Boykin et al., 2013), B 型 烟 粉 
38,20 世纪 90 AER TT AG EEK AAR CP RE, 
2002) 5 Q 型 烟 粉 乱 在 我 国 首次 发 现 是 在 2003 年 
(Chu et al., 2006) ,随后 在 全 国 范围 内 开始 大 暴发 ， 
并 逐渐 取代 了 BRT aL OE MS, 2010) 。 
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由 于 长 期 大 量 使 用 化 学 农药 ,使 得 烟 粉 乱 已 对 
多 种 农药 都 产生 了 抗 药 性 。 烟 粉 各 的 抗 药性 机 制 产 
生 是 多 方面 的 。 目 前 关于 烟 粉 乔 的 抗 药性 机 制 的 研 
究 主要 认为 是 跟 细胞 色素 P450 多 功能 氧化 酶 活性 
增强 有 关 (Rauch and Nauen, 2003; Feng et al., 
2010; Yang et al., 2013b) 。 在 烟 粉 乱 研 究 中 ,有 学 
者 认为 烟 粉 剧 对 吡虫啉 产生 抗 性 是 跟 CYP6CM1 基 
因 过 量 表 达 有 关 ( Karunker et al., 2008, 2009); 
Karunker 和 Roditakis 研究 发 现在 烟 粉 乱 对 吡虫啉 
抗 性 产生 中 ,细胞 色素 解毒 酶 P450 家 族 的 基因 发 挥 
了 至 关 重 要 的 作用 (Karunker et al., 2008, 2009; 
Roditakis et al., 2011) 。 

通常 认为 ,害虫 对 杀 虫 药剂 的 抗 药 性 会 在 其 整 

















1168 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 59 35 





个 生活 史 中 持 续 表达 。 如 Nauen “(2008 ) 发 现 , 烟 
粉 乱 室 内 敏感 品系 的 若虫 对 吡虫啉 的 敏感 性 要 高 出 
RE 4 ~10 倍 , 而 在 田间 抗 性 品系 中 , 烟 粉 乱 2、3 龄 
奉 忠 的 抗 性 水 平 要 比 其 成 虫 显 著 下 降 。 本 研究 根据 
目前 已 知 的 烟 粉 乔 转 录 组 信息 ( Wang et al., 2010; 
Xie et al., 2012) ,设计 得 到 了 B 型 烟 粉 虱 在 3 个 发 
育 阶段 特异 性 表达 的 生物 芯片 。 利 用 该 芯片 对 烟 粉 
玛 抗 性 品系 在 不 同 发 育 阶段 的 差异 表达 基因 进行 了 
筛选 ,获得 一 些 差 异 表达 基因 ,并 对 这 些 基 因 进 行 了 
qRT-PCR 验证 。 该 研究 结果 将 有 助 于 深化 对 烟 粉 
和 抗 药性 机 制 的 理解 ,也 对 新 型 高 效 杀 虫 药 剂 的 往 
选 以 及 延缓 ,甚至 克服 烟 粉 乔 对 哮 虫 嗪 的 抗 药性 有 
着 重要 的 理论 和 实践 意义 。 























1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

所 用 虫 源 为 2000 年 采 自 中 国 农业 科学 院 蔬 菜 
花 开 研究 所 北京 试验 基地 的 甘蓝 寄主 上 ,其 中 一 部 
分 在 实验 室 继 续 在 无 虫 苗 甘蓝 (Brassica oleracea L. 
var. capitata) 寄主 上 饲养 至 今 ,期 间 未 接触 任何 化 
学 农药 ,命名 为 敏感 品系 TH-S。 另 一 部 分 则 于 同年 
在 室内 用 噬 虫 嗪 进行 持续 汰 选 至 今 ,获得 一 个 抗 噬 
ALE AD AR. MAN TH-R。 与 敏感 品系 相 比 ,该 搞 
性 品系 对 噬 虫 唆 的 抗 性 上 升 了 70 倍 。 采 集 时 基于 
mtCOI 基因 序列 ,根据 话 意 鹏 (2010 ) 方 法 鉴定 其 生 
物 型 为 B 型 。 

分 别 收集 BAS MA BD BLE He E pc I i ARON 4 龄 
若虫 和 刚 羽 化 1 d KERR, SRI A le oe HE SC 
240.007 g, 刚 羽化 1 d 的 峻 成 虫 收集 约 400 头 ;每 
个 发 育 阶段 重复 取样 3 次 。 将 样本 分 装 于 18 个 离 
心 管 中 ,用 液 氮 冷冻 后 置 于 -80Y 冰箱 保存 备用 。 
1.2 芯片 设计 

芯片 采用 Agilent 8 x 15 k( Agilent Technologies, 
Palo Alto, CA, USA) 的 商业 化 芯片 ,具体 构建 过 程 
参见 Yang 等 (2013a) 。 必 片 设计 使 用 eArray 平台 
( https: //earray. chem. agilent. com/earray/) ,所 有 
数据 可 见 ArrayExpress (GSE42337), 2A RNA 提取 
按照 TRIzol 的 试剂 盒 来 操作 (Invitrogen Carlsbad, 
CA, USA), 并 用 Nanodrop ND1000 ( Nanodrop, 
Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) 进行 总 
RNA 质量 检测 。 

使 用 T7 启动 子 引 物 和 Moloney Murine Leukemia 
Virus (M-MLV) 反 转 录 酶 (Agilent Technologies ) 进行 






































cDNA 双 链 的 合成 。 随 后 以 合成 好 的 双 链 cDNA 为 模 
板 , 用 T7 RNA 聚合 酶 合成 cRNA (coding RNA) , 然 
后 进行 Cy3[ Cy3 N-hydroxysuccinimide (NHS) ester, 
GE Healthcare, Pittsburgh, PA, USA] 标 记 。 扩 增 的 
cRNAs 按照 RNeasy Mini 试剂 盒 ( Qiagen) 进行 纯化 
后 重 悬 人 DEPC 水 中 。 然 后 是 芯片 杂交 ,65%C 10 1/ 
min 滚动 杂交 17 h。 按 照 操 作 说 明 在 洗涤 液 中 进行 
芯片 洗涤 , 最 后 在 Agilent 44 fii 1X ( Agilent 
Technologies) 中 进行 扫描 ,分 辩 率 为 5 mol/L, 
1.3 qRT-PCR 验证 

取 抗 感 品系 BRIA I3 个 发 育 阶 段 的 样本 
开展 了 qRT-PCR 验证 。 各 样本 的 总 RNA 提取 按照 
TRIzol 的 试剂 盒 来 操作 , HL aah BR e o aE IBS UK 
Nanodrop 2000 检测 RNA 质量 ,运用 SYBR 
PrimerScript 反 转 录 试 剂 盒 进 行 cDNA 合成 
(TaKaRa, Kyoto, Japan) , BAALIRVEH 9 个 差异 表 
达 基 因 ,设计 特异 性 引物 ( 表 1) ,进行 qRT-PCR Js 
证 。 荧 光 定 量 PCR 反应 体系 为 SYBR Green Real- 
time PCR Master Mix (2 x ) 11. 25 uL, PCR Forward 
Primer( 10 jumol/L) 0. 5 uL, PCR Reverse Primer( 10 
umol/L)0. 5 uL, cDNA 模板 1.0 pL, 加 入 ddH,0 补 
足 至 25 uL, Real-time PCR 反应 程序 为 :95% 预 变 
性 3 min , 接 下 来 40 个 循环 ,95% 变性 30 s,55% E 
火 30 s,72°C 延伸 40 s( 收集 荧光 信号 )。 基 因 表 达 
量 分 析 以 敏感 品系 TH-S 相应 的 3 个 不 同 发 育 阶段 
作为 对 照 , 相 对 表达 量 分 析 采 用 2-777 yk ( Pfaffl , 
2001) ,选用 NADPH 和 EF-la H NAHH (Li et 
al., 2013) 。 
1.4 数据 分 析 

芯片 数据 的 处 理 借助 Limma 程序 包 ( Smyth, 
2004 ) 进行 。 差 异 基 因 筛 选 的 统计 方法 是 上 检验 (两 
个 独立 或 相关 总 体 均 值 比较 ) ,同时 设 定 FDR AY pi] 
值 为 0.001 ,在 本 实验 中 ,差异 基因 的 筛选 阔 值 的 标 
YEN : log, Ratios -1 或 者 三 1 ,并 且 FDRSO.001, 





















































2 结果 


2.1 烟 粉 乙 抗 性 品系 不 同 发 育 阶段 的 差异 表达 基 
因 分 析 

xp pus HE B 型 烟 粉 乱 品 系 的 表达 谱 芯 片 分 
析 显 示 , 在 卵 和 4 龄 若虫 发 育 阶段 ,总 共有 3 424 个 
差异 表达 基因 ,其 中 与 卵 期 相 比 ,在 4 龄 若虫 期 表达 
上 调 的 基因 有 1 345 个 ,表达 下 调 的 基因 有 2 079 个 
(FDR <0. 001, |log,Ratio| >1)(Al1; A), 1 778 个 
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R1 荧光 定量 PCR 引物 
Table 1 Quantitative real-time PCR primers 
基因 基因 描述 正 向 引物 (5 - 3’) 反 向 引物 (5 -3 ) 产物 长 度 (bp) 
Gene Gene description Forward primer Reverse primer Product size 

p_06013 Cytochrome P450 GTCCGTTGTGGAGCCTAT TTGCCGAGAAGTGGGTAT 177 
p_05916 Cytochrome P450 4643 AGCAGGGCTCATAGACGA CTCCCATCATACAGAGGAAGAA 197 
p_00478 Cytochrome P450 CYPm319 TCTCGGGCTATCCTTACTG TGTGGTGTTGTGCTTTCG 145 
p_00059 Cytochrome P450 CYP4C1 AGCAGGGCTCAAAGACGA CTCCCATCATACAAAGGAAGAA 197 
p_07806 = Glutathione-S-transferase-like protein CCGTTAGACGAAGTCAAGT AGCAAGAACAGCATCAGC 120 
p_00428 Cytochrome P450 CYP6KI GGCACCGATTACACTTTC CCTTTACCGCAGCCAATA 167 
p_00988 Cytochrome P450 6B20 GTCTCAGTTTGTCCTTGC GTCTCAGTTTGTCCTTGC 131 
p_05885 Glutathione S-transferase 3 GCCACCGAGGTCAAGTTA GTCCACGACGAGGAGTTA 136 
p_06027  Glutathione-S-transferase AGGTGCTGGCGAAACAAT CGTAGAAGTCTGAGTGGC 166 
EF-la EF-la AGATGGACTCCACCGAACCAC CGGAAATTGGCACAAGGCT 121 
NADPH NADPH ATAGTTGGCTGTAGAACCAGAGTG —§ ACACGAAGGGAAGAGCACATA 96 


基因 ( 约 52% ) 在 两 种 虫 态 中 的 差异 表达 倍数 在 1 
~2 信之 间 ( 图 1: B)。 在 4 龄 符 忠 和 上 肉 成 虫 发 育 阶 
共有 1 273 个 差异 表达 基因 ,其 中 与 4 龄 石 虫 期 ” 发 育 
THEE , 雌 成 虫 发 育 阶 段 有 582 个 基因 表达 量 上 调 ,691 
个 基因 表达 量 下 调 (FDR <0. 001 , 
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Number of differentially expressed genes 


Number of differentially expressed genes 


Fig. 
: 表达 谱 芯 片 中 卯 和 4 龄 若虫 期 差异 表达 基因 Genes differentially expressed between the egg and 4th instar nymphal stages in microarray analysis; 
: 在 卯 和 4 龄 若虫 期 差异 表达 基因 倍数 分 布 Fold change distribution of differentially expressed genes between the egg and 4th instar nymphal stages ; 
表达 谱 蕊 片 中 4 龄 若虫 和 上 肉 成 虫 期 差异 表达 基因 Gene expressed between the 4th instar nymphal and female adult stages in microarray analysis; 


R 期 差异 表达 基因 倍数 分 布 Fold change distribution of differentially expressed genes between the 4th instar nymphal and 
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图 1 





有 936 个 基因 ( 约 74% ) 在 两 虫 态 中 的 差异 
表达 倍数 在 1 ~2 倍 之 间 ( 图 1: D)。 卵 和 4 龄 若虫 
阶段 的 差异 表达 基因 要 远 多 于 4 Wt RAME JN. 
a 阶段 的 差异 表达 基因 。 
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烟 粉 乱 抗 性 品系 不 同 发 育 阶段 基因 的 差异 表达 模式 
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1 Developmental stage specific expression patterns of genes in the thiamethoxam resistant strain of Bemisia tabaci 














female adult stages. 
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2.2 ” 卵 和 若虫 发 育 阶段 差异 表达 基因 

在 抗 性 品系 卵 和 4 龄 若虫 发 育 阶段 ,有 489 个 
差异 表达 基因 是 编码 三 大 解毒 代谢 酶 的 基因 (细胞 
色素 P450 多 功能 氧化 酶 基因 、 谷 胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 
基因 . X B2 PR B AE D) ,其 中 ,P450 家 族 的 基因 有 
351 个 ,GST 家 族 的 基因 有 59 个 ,CarE 家 族 的 基因 
有 79 个 (图 2)。 有 14 个 基因 在 4 龄 若虫 的 表达 
超过 卵 期 的 32 倍 (log Ratio » 5, FDR «0. 这 
些 基 因 分 别 为 10 个 P450 基因 (p_06013 ，p_00051 ， 
p. 05903, p_06267, p_07785, p_06056, p_00443, p 
00398 , p_03733 fil p_08318) 和 4 PAWEH JK-S- 45 
移 酶 基因 (p. 07806, p_01115, p. 06027 fil p_ 
08162) (E13). 











400 
号 若虫 期 vs BEER Nymph vs egg 
E ER 1.8] vs 若虫 期 

300 Female adult vs nymph 


200 


100 


基因 个 数 Number of genes 





P450 CarE CST 
编码 产物 Encoding product 


图 2 ”表达 谱 芯 片 中 解毒 代谢 酶 相关 基因 在 烟 粉 乔 




















抗 性 品系 不 同 发 育 阶段 中 的 分 布 


Fig. 2 Expression profiles of expressed sequence tags encoding 











detoxification-related proteins in the thiamethoxam resistant 
strain of Bemisia tabaci at different developmental stages 
P450: 细胞 色素 多 功能 氧化 酶 Cytochrome P450; GST; 谷 胱 甘 肽 -S- 
转移 酶 Glutathione S-transferase; CarE : 羧 酸 酯 酶 Carboxylesterase. 








2.3 ”若虫 和 雌 成 虫 发 育 阶 段 差异 表达 基因 
在 抗 性 品系 4 龄 若虫 期 和 肉 成 虫 期 ,有 193 个 
差异 表达 基因 编码 三 大 解毒 代谢 酶 ( FDR <0. 001, 
| log, Ratio | 宇 1)。 这 些 基因 在 肉 成 虫 期 表达 上 调 的 
有 104 个 ,表达 下 调 的 有 89 个 。 有 9 个 编码 P450 
家 族 蛋 白 的 基因 (p_00813, p. 00059, p_06556, p_ 


05916, p_07120, p_00478, p_00988, p. 00498 和 p_ 


00316) 在 肉 成 虫 体内 的 表达 量 超过 耕 虫 期 的 10 i 
(FDR<0.001, log;Ratioz3) (图 4)。 有 135 个 基 
因 ( 约 70% ) 在 两 种 虫 态 中 的 差异 表达 倍数 在 1 ~ 
2 倍 之 间 。 其 中 包括 24 个 羧 酸 酯 酶 基因 ,29 个 谷 
胱 甘 肽 -S- 转 移 酶 基因 和 140 个 P450 家 族 基 因 
(图 2) 。 
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图 3 MAAS amar AE m ZR SW A 4 龄 若虫 期 解毒 代谢 
酶 相关 基因 的 差异 表达 


Fig. 3 Differential expression of detoxification enzyme genes in 


























the thiamethoxam resistant strain of Bemisia tabaci between 
the egg and 4th instar nymphal stages 
表达 量 倍数 = qu dump BH det ELA XU 4 龄 若虫 期 表 
达 倍 数 在 32 倍 以 上 ( 检验，P < 0. 001 ) Expression ratio = 


Expression level at the nymphal stage/expression level at the egg stage. 





Red pots indicate a 32-fold up-regulation in the 4th instar nymphal stage 


(t-test, P <0.001). 
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Fig. 4 Differential expression of detoxification enzyme genes in 


























the thiamethoxam resistant strain of Bemisia tabaci between 
the 4th instar nymphal and female adult stages 
表达 量 倍数 = 成虫 期 表达 量 /若虫 期 表达 量 ; 红 点 表示 雌 成 虫 期 表达 倍 
数 在 10 信 以上 (i 检验, P <0.001), Expression ratio = Expression level at 
the adult stage/expression level at the nymphal stage. Red pots indicate a 
10-fold up-regulation in female adult stage (t-test, P <0.001). 








2.4 qRT-PCR 验证 9 个 基因 在 烟 粉 虱 3 个 不 同 发 


育 阶段 的 表达 量 

从 表达 谱 芯片 里 随机 挑 取 了 9 TEED, 
抗 感性 品系 的 3 个 不 同 发 育 阶段 进行 了 qRT-PCR 
验证 。 结 果 表明 ,与 敏感 品系 相 比 ， eee 
性 烟 粉 乱 的 3 个 虫 态 中 均 存 在 特异 性 表达 。 有 6 个 
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基因 (p_06027，p_00988 p_05916, p_06013, p_ 
07806 和 p. 05885) 在 抗 性 品系 3 个 虫 态 的 表达 量 均 
高 于 敏感 品系 2 倍 以 上 。 其 中 p_06027 在 抗 性 品系 
4 龄 奋 虫 期 的 表达 量 较 相 同 虫 态 敏 感 品系 高 出 
19.21 倍 ,p_00059 在 抗 性 品系 成 虫 期 的 表达 量 是 同 
一 虫 态 敏感 品系 的 15. 15 倍 ,其 他 基因 在 抗 性 品系 
的 表达 量 也 高 出 相同 虫 态 人 敏感 品系 2 ~5 倍 ; 有 3 个 
基因 (p_05916, p_00478 和 p. 00428) 仅 在 工 个 或 2 
个 虫 态 中 的 表达 量 显著 高 于 敏感 品系 (图 5) 。 
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图 5 荧光 定量 PCR 检测 9 个 基因 在 烟 粉 剧 卵 、 
4 龄 徊 虫 和 雌 成 虫 中 的 表达 量 


Fig. 5 Expression level of nine genes in eggs, the 4th instar 

















nymphs and female adults of Bemisia tabaci detected 
by real-time quantitative PCR 
以 EF-1a 和 NADPH Sy WEI , VA fiU i ZR XE BR, JH 2750; 
法 检测 待 测 样品 的 Ct 值 。 数 据 为 平均 值 上 标准 误 。The Ct values 


normalized to EF-1a and NADPH are calculated relative to a calibrator 





using the formula 2 44^ compared with that in the susceptible strain. 


Data are mean + SE. 


3 讨论 





害虫 抗 性 机 制 的 研究 对 于 抗 药 性 监测 和 抗 性 治 
理 、 新 型 高 效 杀 虫 剂 的 开发 与 持续 应 用 有 重要 意义 ， 
许多 节肢 动物 对 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 都 跟 P450s， 
GSTs 和 COEs 家 族 的 基因 有 关 (Li et al., 2007) 。 
这 3 类 基因 控制 编码 昆虫 体内 的 各 种 解毒 酶 。 害 忠 
通常 通过 对 这 些 基 因 的 扩 增 或 过 量 表达 使 体内 的 代 
谢 酶 活性 增强 ,从 而 导致 抗 性 产生 (JouBen et al., 
2012; Zimmer et al., 2014), 4) Puinean 等 (2010) 
人 研究 发 现 桃 蚜 Myzus persicae 对 吡虫啉 、 噬 虫 嗪 等 烟 
碱 类 杀 虫 剂 产生 抗 性 是 由 其 体内 CYPOCY3 基因 扩 


























增 所 导致 ; 褐 飞 乱 Nilaparvata lugens 体内 CYP6AY1 
基因 的 过 量 表达 与 其 对 吡虫啉 抗 性 相关 (Ding et al., 
2013);B 型 和 Q AYR BL CYPOCM1 基因 的 过 量 表 
达 是 它们 对 吡虫啉 产生 抗 性 的 重要 原因 (Karunker 
et al., 2008, 2009) , 而 CYP4v2 基因 的 表达 上 调 则 
与 B 78 Jp py E XY E ri EH DC TE TH XX (Xie et al, 
2012). 。 此 外 ,在 部 分 害虫 体内 , GST 家 族 基因 活性 
的 上 升 也 能 导致 它们 对 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 (Syvanen 
et al., 1996; Stumpf et al., 2002; Vontas et al., 
2002; Lumjuan et al., 2005) HKF zz — VIFF K 
BRL PO PA PE EG DT t SGA DU ^ 3 ER TC EG Ay 
机 磷 药 剂 、 氮 基 甲 酸 酯 类 药剂 和 拟 除 虫 聚 酯 类 药剂 
的 抗 性 产生 有 关 ( Ono et al., 1999; Hemingway et al., 
2000; Small et al., 2000) 。 在 本 研究 中 ,我 们 通过 
表达 谱 世 片 分 析 , TE Y poss du RH B RUBUS SU 
REN a rb, p BH BR AE DS] e TOL, BETAK 
量 编码 这 三 类 解毒 代谢 酶 家 族 的 基因 在 该 抗 性 品系 
的 3 个 虫 态 中 较 敏 感 品系 的 表达 量 均 有 显著 上 调 。 

然而 ,已 有 研究 结果 表明 , 烟 粉 剧 对 新 烟 碱 类 杀 
虫 剂 产生 抗 性 主要 与 其 体内 的 细胞 色素 P450 多 功 
能 氧化 酶 的 活性 增强 有 关 (Rauch and Nauen, 2003; 
Feng et al., 2010; Yang et al., 2013a) ,这 些 酶 的 活 
性 大 都 受 CYP6 和 CYP4 家 族 的 基因 调控 (Puinean 
et al., 2010; Karatolos et al., 2012; Yang et al., 
2013a) 。 本 研究 中 ,我 们 也 发 现 编码 P450 第 4 和 第 
6 家 族 的 基因 在 抗 噬 虫 嗪 品系 的 3 个 不 同 发 育 阶 段 
均 过 量 表达 ,其 中 CYPOB 基因 在 若虫 阶段 中 的 表达 
量 为 敏感 品系 的 4 倍 , CYP4C1 基因 在 成 虫 阶段 的 
表达 量 则 高 出 敏感 品系 15 倍 之 多 。 因 此 我 们 可 以 
大 胆 推测 ,在 该 抗 性 品系 中 ,CYP4 和 CYP6 家 族 基 
因 的 上 调 表达 可 能 也 导致 了 其 对 唆 虫 嗪 抗 性 的 产 
生 。 此 外 ,我 们 的 研究 还 发 现 ,有 一 个 编码 GST 的 
基因 (p_06027 ) 在 烟 粉 虱 抗 性 品系 的 卵 和 知 虫 发 育 
阶段 的 表达 量 显 车 高 于 相同 虫 态 的 敏感 品系 ,差异 
表达 倍数 分 别 达 到 了 15.38 倍 和 19. 21 倍 ,但 其 在 
成 虫 阶段 的 表达 量 与 敏感 品系 相 比 无 显著 差异 。 由 
于 GST 在 昆虫 体内 主要 负责 能 量 代谢 ,已 有 的 报道 
并 未 显示 出 其 与 烟 粉 剧 对 新 烟 碱 类 杀 虫 剂 的 抗 性 相 
关 (Yang et al., 2013a) ,因此 我 们 推测 ,p_06027 基 
因 在 该 抗 性 品系 的 表达 上 调 可 能 与 其 体内 的 能 量 代 
谢 及 利用 有 关 。 

害虫 对 杀 虫 剂 抗 性 的 产生 受 基因 调控 ,这 些 与 
抗 性 相关 基因 的 表达 又 与 害虫 所 处 的 生育 期 密切 相 
关 。Prabhaker 等 (1989 ) 很 早 就 指出 , 烟 粉 乱 对 有 机 
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Tie AVA E E RMK 25 581 j^ AE ER SA BIS 2 
Nauen 等 (2008 ) 研究 发 现 ,B 型 和 Q AIAX EUR E 
对 吡虫啉 的 抗 性 是 其 知 虫 期 的 580 fii. Jones 等 
(2011) 发 现 ,在 抗 吡 虫 啉 的 B 型 和 Q 型 烟 粉 融 中 ， 
CYP6CMI 基因 在 成 虫 阶段 的 表达 量 显 车 高 于 卵 和 
若虫 期 。 在 抗 拟 除 虫 聚 酯 的 非洲 冈比亚 按 蚊 品系 
中 ,CYP6P9 基因 在 卵 和 成 虫 阶段 均 过 量 表达 , 而 在 
幼虫 阶段 不 表达 ,导致 该 抗 性 品系 成 虫 对 下 氯 菊 酯 
的 抗 性 倍数 是 4 WT DB 47.2 倍 (Amenya et al., 
2008)。 本 研究 也 发 现 ,CYP6B 和 CYP4C1 基因 在 
粉 珊 抗 性 品系 的 成 虫 阶段 表达 量 显著 高 于 其 他 两 
个 虫 态 , 这 些 基因 在 抗 性 品系 不 同 虫 态 中 的 差异 表 
达 , 可 能 跟 该 品系 不 同 发 育 时 期 对 噬 虫 嗪 的 抗 性 水 
平 不 一 致 有 关 。 至 于 它们 是 如 何 参 与 烟 粉 乱 的 抗 性 
产生 ,还 需要 开展 进一步 的 体外 代谢 研究 。 

综合 多 种 解毒 代谢 酶 基因 在 害虫 不 同 生 长 发 育 
阶段 的 表达 模式 ,发 现 这 些 基 因 的 表达 有 显著 的 生 
育 期 差异 。 这 种 基因 表达 的 差异 性 可 能 和 害虫 在 各 
虫 态 时 抵御 药剂 胁迫 有 关 。 在 B A A ip SU MY BE 
虫 嗪 的 解毒 代谢 过 程 中 ,主要 涉及 CYPA 和 CYP6 家 
族 的 基因 。 它 们 中 的 多 数 基因 在 烟 粉 乱 成 虫 发 育 阶 
段 的 表达 量变 化 较为 显著 ,表明 成 虫 期 可 能 是 B 型 
粉刺 应 对 药剂 代谢 合成 酶 的 主要 发 育 阶 段 。 因 此 
建议 在 生产 上 防治 时 ,把 防治 时 期 提前 到 烟 粉 珊 的 
卵 到 若虫 阶段 ,而 不 是 在 成 虫 期 。 
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